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A talalmany targya uj eljaras a HMG-CoA reduktaz gatlo pravasztatin 
mikrobiologiai eloalh'tasara. 

A talalmany kdzelebbrol eljaras az (I) kepletQ vegyulet mikrobiologiai 
elfiallitasara valamely, a (II) kepletQ vegyulet - ahol R + jelentese alkalifem, vagy 
ammonium-ion - hidroxilezesere kepes mikroorganizmus alkalmazasaval, ahol 
q m i kroorgoniamue a Micr o monosp o ra gaousba tartn7h prnkarinta S7Prvfi7ftt 

Az atherosclerosis es kulonosen a sziv koszoruerelzarodas legnagyobb 
kockazati tenyezdje a verplazma magas koleszterin szintje. Az elmult ket 
evtizedben kiterjedten tanulmanyoztak a szervezetben vegbemeno koleszterin 
bioszintezis sebesseget meghatarozo kulcsenzimet, a 3-hidroxi-3-metil-glutaril- 
koenzim A reduktazt (EC.-1.1.1.34.). A mevinolin es a vele rokonszerkezetCJ 
vegyuletek, melyeket kulonboz6 gombafajok bioszintetizalnak, kompetitfv 
inhibitorai ennek az enzimnek [A. Endo es munkatarsai, J. Antibiot. 29, 
1346-1348 (1976); A. Endo es munkatarsai, FEBS Lett. 72, 323-326 (1976); 
C.H. Kuo es munkatarsai, J. Org. Chem. 48, 1991-1998 (1983)]. 

A pravasztatin szinten a HMG-CoA reduktaz enzim inhibitora. A pravasztatint 
M. Tanaka es munkatarsai izolaltak eloszor (nem publikalt eredmenyek) kutya 
vizeletebol, a kompaktin metabolizmusanak tanulmanyozasa soran [M. Arai es 
munkatarsai, Sankyo Kenkyusyo Nenpo, 40, 1-38 (1988)]. A pravasztatin 
(a kompaktirisav-natriumsojanak hidroxilezett termeke) legjellemzQbb tulaj- 
donsaga a szovetszelektivitas, mely abban nyilvanul meg, hogy a koleszterin 
szintezist erosen gatolja a majban es a vekonybelben, mfg mas szervekben ez 
az enzimgatlo hatas csak alig mutathato ki. Igen kedvezo tovabba, hogy a 
pravasztatinnak a tobbi, forgalomban Iev6 HMG-CoA reduktaz inhibitor 
gyogyszerekkel szemben alacsony a toxicitasa. 

Az ismert szabadalmi lefrasok szerint a kompaktin mikrobioldgiai hidroxllezese 
pravasztatinna eltero merteka konverzibval val6sithat6 meg kulonb6z6 
nemzetsegekbe tartozo gomba fajokkal, valamint az Actinomycetales rendbe 
tartozo bakteriumokkal, fgy a Nocardia es az Actinomadura genusba tartozo 
egyes fajokkal, tovabba szamos, Streptomyces genusba tartozo fajjal, koztuk 
elonyosen a Streptomyces roseochromogenes es Streptomyces carbophilus 
fajokkal (5,179,013; 4,448,979; 4,346,227 es a 4,537,859 szamu Amerikai 



Egyesult Allamok-beli szabadalmi lei'rasok, 58,010,572 szamu japan 
szabadalmi leiras). 



Koztudott, hogy a pravasztatin fonalas gombakkal torteno eloallitasanal 
altalanosan elofordulo problemat okoz, hogy a kompaktin antifungal hatasa 
miatt a tenyeszethez adagolt kompaktin szubsztratot csak alacsony 
^nrontrarinhan Ic^pPQ^k plvisplni * mikrnornani7miisok TN. Serizawa es 
munkatarsai, J. Antibiotics, 36, 887-891 (1983)]. 

Ismeretes az is, hogy a Streptomyces carbophilus torzsnel japan kutatok in vitro 
DNS rekombinacioval ki'sereltek meg a hidroxilezokepesseg fejleszteset. 
A kompaktin pravasztatinna valo hidroxilezesehez citokrom P-450 mono- 
oxigenaz rendszer szukseges [T- Matsuoka es mtsi., Eur. J. Biochem. 184, 
707-713, (1989)]. A szerzok szerint azonban a bakterialis citokr6m P-450 
monooxigenaz rendszerben, az elektrontranszportban nem egy, hanem tobb 
feherje jatszik szerepet, ami a rekombinans DNS-technika alkalmazasat 
megneheziti. 

A talalmany celja olyan uj mikrobiologiai eljaras kidolgozasa volt, amellyel a 
korabbi szabadalmi lefrasokban megadottaknal elonyosebben lehet 
kompaktinbol pravasztatint eloailftani. 

Mintegy 6000, Actinomycetales rendbe tartozo, mikroorganizmus torzsre 
kiterjedo szurovizsgalatunk soran olyan hidroxilaz enzimmel rendelkezo 
prokariota mikroorganizmus torzseket kerestiink, amelyek felhasznalasaval a 
kompaktint magas koncentracioban alakithatjuk pravasztatinna. A screening 
vizsgalat eredmenyekent 10 bakterium torzset valasztottunk ki, melyek a 
kompaktint 6p-helyzetben kepesek hidroxilezni. 

A taxonomiai vizsgalatok szerint a kivalasztott 10 torzsbol 5 torzs Streptomyces 
genusba tartozo fajok kepviselojekent volt azonosfthato. Nevezetesen: 

Streptomyces violaceus No. 1/43 (Kampfer et al. f 1991) 
Streptomyces rochei No. 1/41 (Berger et al M 1989) 
Streptomyces resistomycificus No. 1/44 (Lindenbein, 1952) 
Streptomyces tanatus (Frommer, 1959) 
Streptomyces sp. No. 1/28 



A tovabbi 5 torzsrol pedig megallapitottuk, hogy a Micromonospora genusba 
sorolhato. 



Miutan a Micromonospora-krol mind ez idaig nem volt ismeretes az 
irodalombol, hogy kepesek a kompaktin 6p-hidroxilezese reven pravasztatint 
elSallftani, ezert behatoan tanulmanyoztuk a Micromonospora genusba tartozo 
mikroorganizmusoKai. 

A Micromonospora genus az Actinomycetales rendbe sorolhato. 

A Micromonospora genusba (0rskov, 1923) tartozd fajok jellemzfii az alabbiak: 
A jol fejlett, elagaz6 es szeptalt micelium atlagosan 0,5 urn atmerSvel 
rendelkezik. A mozgekonysagot nem mutato sporak maganyosak, szesszilisek 
vagy rovid, ill. hosszu sporof6rakon helyezkednek el, gyakran elagazo 
nyalabokban talalhatok. A sporoforak elagazasa altalaban monopodialis, ritkan 
szimpodialis. Legmicelium altalaban nines, esetleg egyes tenyeszetekben mint 
feher vagy szurkes pszeudolegmicelium Iathat6. A sejtfal mezodiamino- 
pimelinsavat es/vagy ennek 3-hidroxi szarmazekait es glicint tartalmaz. 
A sejthidrolizatumokbol xiloz es arabinoz mutathato ki. Jellemz6 foszfolipidek: 
foszfatidiletanolamin, foszfatidilinozit 6s foszfatidilinozit-mannozidok. A Micro- 
monospora fajok aerob vagy mikroaerofil es kemoorganotrof szervezetek, 
melyek erzekenyek 6,0 alatti pH ertekekre. 20-40°C kozotti homersekleten 
altalaban novekednek, de 50°C felett mar novekedes nem tapasztalhato. 
Tlpusfaj: Micromonospora chalcea (Foulerton, 1905), (0rskov, 1923). 

Az altalunk kivalasztott 5, Micromonospora genusba tartozo torzs kozul 
4 torzset a behato taxonomiai vizsgalatok alapjan ismert Micromonospora fajok 
kepviseloikent azonosltottunk. Nevezetesen, az altalunk Micromonospora 
purpurea No. IDR-P 4 -nek, illetve Micromonospora echinospora ssp. 
echinospora No. IDR-P 5 -nek, tovabba Micromonospora rosaria No. IDR-P 7 -nek 
jelolt izolatumok a Luedemann es Brodsky (1964) altal lelrt M. purpurea, illetve 
M. echinospora, valamint a Horan es Brodsky (1986) altal lefrt M. rosaria fajok 
kepviseloinek, mig az altalunk Micromonospora megalomicea ssp. nigra No. 
IDR-P 6 -nak jelolt izolatum a Weinstein es munkatarsai (1969) altal lefrt 
M. megalomicea faj kepviselojenek bizonyult. Mlg a screening vizsgalataink 
soran kivalasztott Micromonospora sp. No. IDR-P 3 -nak jelolt izolatum, - amely 
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0,1 g/liter kompaktinsav-natriumsot 90 %-os hozammal volt kepes 
pravasztatinna hidroxilezni - az elvegzett taxonomiai vizsgalatok alapjan nem 
volt besorolhato egyik ismert Micromonospora fajba sem. 

Miutan vizsgalataink szerint a Micromonospora genus egymast6l rendszertani- 
lag jelent6sen kulonbozQ fajair6l bizonyosodtunk meg, hogy kepesek a 
ku ii i|Jdkli i i Op-l i B l y^- e lu I ' lid r oxilcgcoe i 'C, igy o tu l ojdonoagot a M i crom c n o gpmra 
genus fajainak jellemzo" tulajdonsagakent ertekeljuk. 

Az altalunk kivalasztott Micromonospora sp. IDR-P 3 jeia torzset NCAIM P (B) 
001268, a Micromonospora purpurea IDR-P 4 jelu torzset NCAIM P (B) 001271, 
a Micromonospora echinospora ssp. echinospora IDR-P 5 jelQ torzset 
NCAIM P (B) 001272, a Micromonospora megalomicea ssp. nigra IDR-P 6 jelG 
torzset NCAIM P (B) 001273 es a Micromonospora rosaria IDR-P 7 jeia torzset 
NCAIM P (B) 001274 szamon letetbe helyeztiik a Mezogazdasagi es Ipari 
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben. 

A legjobb biokonverzids kepesseggel rendelkezo Micromonospora sp. IDR-P 3 
jelu torzs tenyeszeteben a pravasztatin fotermek mellett csak nagyon kis 
mennyisegben kepzodnek mas vegyuletek, ezert kfvaloan alkalmas a 
pravasztatin ipari gyartasara. Az altalunk izolalt uj Micromonospora torzs 
diagnosztikai jellemzSit az alabbiakban foglalhatjuk ossze. 

Az IDR-P 3 jelzesu Micromonospora torzs lefrasa 

Mikromorfoldgiai tulajdonsagok: 

A szubsztratmicelium jol fejlett, inkabb hajlott, mint egyenes lefutasu fonalakbol 
all. Paranytenyeszetekben a sporulalo hifak (sporof6rak) monopodialis 
elagazasa j6l megfigyelhetd. A maganyos sp6rak gombolyaek, kb. 1,8 urn 
atmerojaek, elsz6rtan talalhatoak a hifafonalak menten, szesszilisek vagy rovid 
nyel vegen helyezkednek el. Levestenyeszetekben a sporulalo hifafonalakon 
sporakat megfigyelni alig lehet, mert az erett sporak gyorsan kiszabadulnak. 

Kulturalis-morfoldgiai tulajdonsagok: 

Czapek-szacharoz agar: Kozepes novekedes, a voroses koloniak felszinen 
pontszerQen fekete sporulalo teruletek. 
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Glukdz-aszparagin agar: Megfelelo novekedes, pontszeru vagy osszefiiggo, 
kisse kiemelkedfi, vorosesbarna vagy fekete koloniak, voroses oldodo pigment. 
Nutrient agar: Megfelelo novekedes, osszefuggG es kisse kiemelkedo, 
vorosesbarna, ill. fekete koloniak. Vorosesbarna oldodo pigment. 
Elesztokivonat-malatakivonat agar (ISP Med. 2): Kuldnall6, de jol fejlett, erosen 
kiemelkedo" es gyurt felszlnu koloniak, barna, ill. drapp szmuek, nehol sporulalo 
tenJ I etekke l , ratamtnt f u l iOi Vdyy kibbfe szu i k e s psjLeudeilegmiocliummol. Dornoo 
vagy barnasvoros old6do pigment. 

Anorganikus s6-kem6nyitd agar (ISP Med. 4): Kozepes novekedes, 
vorosesbarna, alig kiemelked6, kisse gyurt felszmu koldniak. Gyer, voroses 
old6do pigment. 

Glicerin-aszparagin agar (ISP Med. 5): Novekedes nyomokban, piszkosfeher 
vagy halvany narancsszinu, nem kiemelkedo koldniak. Igen gyer, r6zsaszfnes 
old6do pigment. 

Az egyes taptalajokon megfigyelheto old6d6 pigment reszleges 
indikatorkarakteru": sav hatasara sarga szinCi lesz, mig lug hatasara csak kisse 
valtozik, ekkor amyalata sotetebb lesz. 



SzGnforrds 6rt6kesft6s: 

L-arabinozt, D-cellobiozt, D-fruktozt, D-glukozt, laktozt, D-maltozt, D-mannitot, 
D-mann6zt, a-metil-D-gliikozidot, L-ramn6zt, D-ribozt, D-szacharozt, 
D-trehalozt es D-xilozt jol ertekestt, viszont az adonit, dulcit, mio-inozit, inulin, 
D-melicit6z, D-raffinoz szenforrasokat nem hasznosftja. D-galakt6z, glicerin, 
D-melibioz es szalicin jelenleteben a novekedes valamelyest jobb, mint a 
negatfv kontrollon. 

Nitrog6nforras 6rt6kestt6s: 

ElesztSkivonatot es NZ-Amine-t hasznosi't, aszparagint, glutamlnsavat, 
NH 4 N0 3 -ot es NaN0 3 -ot nem ertekesft. 

Egyeb fizioldgiai-biotemiai tulajdonsagok: 

Kemenyfte, cellu!6z bontasa es tej emesztese er6sen pozitiv, nitrat-redukcio 
negatfv. Ferde burgonyaszeleten CaCQ 3 nelkiil (pH 5,8-6,0) nem novekedik. 
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Eiofordulasi helye: 

Az IDR-P3 jelzesO Micromonospora torzset a Balaton fenekiiledekebol vett 
iszap-mintab6l izolaltuk. 

A fentiek alapjan a talalmany uj, mikrobiologiai eljaras az (I) kepletu vegyulet 
eloallitasara valamely (II) altalanos kepleta - ahol R + jelentese alkalifem, vagy 
animentaTmon wgyu l otbfl l a ( I I) altnltinny kepleifi vpgyi i lfitfit fifl-helvzetben 
hidroxilezni kepes bakterium sullyesztett tenyeszetevel vegzett aerob 
fermentacioval es a biokonverzio soran keletkezo (I) kepleta termek 
elkulonltese es tisztitasa utjan, amely abban all, hogy a Micromonospora genus 
valamely, a (II) altalanos kepletu vegyuletet - ahol R + jelentese a fenti - 
6p-helyzetben hidroxilezS speciesenek kivalasztott torzset asszimilalhato szen- 
es nitrogenforrasokat, valamint asvanyi s6kat tartalmaz6 taptalajon 25-32°C-on 
tenyesztjiik, a kinott tenyeszethez hozzaadagoljuk az atalakftand6 szubsztratot 
es a fermentaciot a blokonverzid befejezSdeseig folytatjuk, majd a keletkezS (I) 
kep'- f 'i vegyuletet elkulonltjuk a tenyeszetbol es kivant esetben tisztttjuk. 

A talalmany oltalmi kore kiterjed a Micromonospora fajok vad ti'pusu torzseire 
vagy barmely mutansaira, amelyek kepesek a kompaktin pravasztatinna tortenQ 
biokonverziojara. 

A talalmany szerinti eljarasban a pravasztatin elQalli'tasara el6nyosen az 
NCAIM P (B) 001268 szamon letetbe helyezett Micromonospora sp. IDR-P 3 
jelQ, vagy az NCAIM P (B) 001271 szamon letetbe helyezett Micromonospora 
purpurea IDR-P 4 jelu, vagy az NCAIM P (B) 001272 szamon letetbe helyezett 
Micromonospora echinospora ssp. echinospora IDR-P 5 jelu, vagy az 
NCAIM P (B) 001273 szamon letetbe helyezett a Micromonospora 
megalomicea ssp. nigra IDR-P 6 jelu, vagy az NCAIM P (B) 001274 szamon 
letetbe helyezett Micromonospora rosaria IDR-P 7 jelu bakterium torzs vagy 
ezek valamely mutansa tenyeszetet hasznaljuk. 

Kulonosen elonyos az NCAIM P (B) 001268 szamon letetbe helyezett 
Micromonospora sp. IDR-P 3 jelu bakterium torzsnek, vagy valamely 
mutansanak alkalmazasa. 



-8- 



A talalmany szerinti eljaras soran elonyosen in situ fermentaciot vegzunk, azaz 
a hidroxilezesi reakcio aktivan novekedS mikroorganizmusok jelenleteben megy 
vegbe. 

A biokonverzio vegezheto razatott lombik tenyeszetben vagy levegoztetett es 
kevertetett korulmenyek kozott ugy, hogy a (II) kepletO vegyiiletet a 
novekedesben levd tenyeszethez adagoljuk, habzasgatlo alkalmazasaval 
yyy l iUjja i yy. A i i i ik i uuigaiiij-i ii ujolt n o vekodooohon optima li c 6cc aa t 6 t e lfi, g? 6 n . 
6s nitrogenforrasokat, asvanyi sokat es nyomelemeket tartalmaz6 taptalajokat 
hasznalunk. 

A kivalasztott prokariota torzsek asszimilalhat6 szenforraskent kiilonosen jol 
hasznosftjak a gliikozt, glicerint, dextrint, burgonya kemenyitet, vfzoldhat6 
kemenyitet, ramnozt, xil6zt, szachar6zt, stb. Asszimilalhato nitrogenforraskent 
pedig a szojaliszt, kukorlcalekvar, elesztokivonat, pepton, huskivonat, 
amm6nium-citrat, amm6nium-szulfat, stb. alkalmazhatok. A pravasztatin terme- 
lesere szolgalo taptalajokban asvanyi sokent kalcium-karbonat, natrium- 
foszfatok, kalium-foszfatok lehetnek meg jelen. A mikroorganizmusok 
novekedesehez kiilonosen elonyos taptalajok osszetetelet a peldakban adjuk 
meg. 

A biokonverzi6s folyamat fermentacios technologiaval valosfthato meg, ami 
lehet "batch tenyeszet" vagy "fed-batch tenyeszet". Kulonosen elonyos a 
kevertetett, folyekony, szubmerz tenyeszet alkalmazasa. A mikroorganizmusok 
tenyesztesere alkalmas hQmerseklet 25-37°C. de kulonosen elonyos a 
25 es 32°C kozotti tartomany. 

A tenyeszetek pH-ja 6,0 es 9,0 ertekek kozott el6nyos, de kulonosen alkalmas 
pH-tartomany a 7,0-8,5 ertekek kozott van a biokonverzi6 soran. A tenyeszetek 
kevertetese 200-400 rpm kozott elonyos, de legelfinyosebb 250 rpm 
alkalmazasa. 

A talalmany szerinti eljaras soran a kompaktinsav-natriumsd kiilonbozd 
koncentracidban alkalmazhatd, el6nyosen 0,1 es 10 g/liter kozott, de 
0,3-2,0 g/liter kozott alkalmazva a legelonyosebb. 



A talalmany szerinti eljarasban Micromonospora tdrzsek alkalmazasaval a 
kompaktin pravasztatinna torteno atalakitasa legalabb 30 %-os biokonverzioval 
valosithato meg, de a legeldnyosebb esetben kb. 90 %-os atalaki'tas is 
elerheto. 

Fermentacio kozben a tenyeszet hatoanyagtartalmat nagynyomasu folyadek- 
K r oHiatuy i andb (I I PLC) inuUaA ei r el hata ro geuU mog. A formont l 6 nagynyomasu 

folyadekkromatografias anahzisenel etilalkoholla! 2-szeresere hfgitott fermentle 
mintak centrifugalt feliiluszojat hasznaljuk (keszulek: Waters HPLC automata 
rendszer; oszloptoltet: Nucleosil C^g 5 jj (BST) elotet kolonna; Waters 
Novapack C-\q 5 \s analitikai kolonna; oszlopmeret: elStet kolonna: 40x4,6 mm; 
analitikai kolonna: 150x3,9 mm; meres 236 nm-nel, eluensek: A-eluens: 
acetonitril-0,1M vizes NaH2P04 (25:75); B-eluens: acetonitril - viz (70:30); 
aramlasi sebesseg: 0,6-0,9 ml/perc linearis gradienst hasznalva a 100 % 
A eluenstol a 100 % B eluensig 10 perc; injektalasi terfogat: 10 pi. Retencios 
iddk: pravasztatinsav 10,6 perc, pravasztatin lakton 17,3 perc. 

A biokonverzio soran keletkezett pravasztatin a fermentleb6l barmely ismert 
m6dszerrel elkuloni'thetQ. 

A termek fermentlebol valo kinyeresere elonyos lehetSseget nyOjt az a teny, 
hogy a pravasztatin sav-formaban keletkezik a biokonverzio soran es fgy a 
tenyeszet szurletebdl anioncsereld gyanta oszlopon megkotve elkulom'theto. 
A termek izolalasahoz elonyosen polisztirol-divinil-benzol vazO kvaterner 
ammonium aktiv csoportot hordozo, erosen bazikus anioncserel6 gyantat, 
peldaul Dowex Al 400 (OH"), Dowex 1x2 (OH"), Dowex 2x4 (OH"), AMBERLITE 
IRA 900 (OH") gyantat alkaimazhatunk. A fermentle szO'rletebdl a termek a 
hidroxil-ciklusu anioncserelo gyanta bekeveresevel kozvetlenul is megkothetS. 
Az ioncsereld gyantan megkotott termeket ecetsavat vagy natrium-kloridot 
tartalmazo aceton-vi'z eleggyel elSnyosen 1 tomeg% natrium-kloridot tartalmazo 
aceton - ionmentes viz (1:1) eleggyel elualjuk az oszloprol. A pravasztatint 
tartalmazo frakciokat egyesftjuk es az eluatumban Iev6 acetont vakuumban 
leparoljuk. A sOritmeny pH-jat 3,5-4,0 koze alh'tjuk 15 /o-os kensawal, majd a 
vizes oldatot etilacetattal extrahaljuk. Az etilacetatos extraktumbol 1/10 es 1/20 
terfogatu 5 %-os natrium-hidrogen-karbonat oldattal vagy enyhen lugos (pH 
7,5-8,0) kemhatasu vizzel vonhatjuk ki a pravasztatint. Kiserleteink soran azt 
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tapasztaltuk, hogy a pravasztatin az igy nyert alkalikus vizes kivonatbol nem 
ionos adszorbens-gyantan torteno oszlopkromatografiaval tiszta allapotban 
eldalllthato. Elonyosen ugy jarhatunk el, hogy eloszor a lugos-vizes kivonatbol 
a kivonatolas soran beoldodott etilacetatot vakuum desztillacioval eltavolitjuk es 
Diaion HP-20 gyantaoszlopra vissziik fel a vizes kivonatot. Az oszlopon 
megkotddott pravasztatin-natriumsot fokozatosan novekvd aceton tartalmu 
VIZUb u l UdlukKd l e lua l va kiamatografiooan t i ontftjuU, o f6U6nt provaogtotint 
tartalmazo frakciokat egyesftjiik es vakuumban besun'tjuk. A sGrltmenyt akti'v 
szennel val6 den'tes utan liofilizaljuk es etanol - etilacetat elegybol 
kristalyositjuk. Igy gyogyaszati tisztasagu pravasztatinhoz jutunk. 

A biokonverzio befejezese utan a fermentlebQI vagy a bakterium sejtek 
elkulonitese utan kapott szQrletbol extrakcioval is kinyerhetjiik a pravasztatint. 
A bakterium sejteket szuressel vagy centrifugalassal tavolfthatjuk el, celszeru 
azonban, kulonosen ipari meretben, a teljes fermentlet extrahalni. Az extrakciot 
megel6z6en a fermentlet, illetve a fermentle szurletet megsavanyi'tjuk 3,5-3,7 
pH ertekre asvanyi savval, elonyosen hfg kensawal. Az extrakciot celszeruen 
az ecetsav 2-4-szenatomos alifas alkoholokkal kepzett eszterelvel, el6nyosen 
etilacetattal vagy izo-butilacetattal vegezzuk. Az etilacetatos extraktumot vlzzel 
mossuk, majd vizmentes natrium-szulfaton szan'tjuk. Ezt kovetQen a 
pravasztatin sav-formajabol lakton-szarmazekot kepztink. A lakton-kepzest a 
szantott etilacetatos oldatban vegezzuk szobah6m6rsekleten, kever6s kozben 
katalitikus mennyisegu trifluor-ecetsawal eloidezve a gyOrOzarast. Az atala- 
kulast vekonyretegkromatografias anallzissel kovetjuk. A laktonna alakulas 
befejezfidese utan az etilacetatos oldatot 5 tomeg%-os vizes natrium-hidrogen- 
karbonat oldattal, majd vlzzel mossuk, ezutan vizmentes natrium-szulfaton 
szaritjuk es vakuumban beparoljuk. A beparlasi maradekot szilikagel-oszlop- 
kromatografiaval tiszti'tjuk, eluenskent fokozatosan novekv6 etilacetat tartalmu 
etilacetat - n-hexan elegyeket hasznalva. Ezutan a kromatografias tisztitassal 
nyert pravasztatin-laktonbol etanolos kozegben ekvivalens mennyisegQ 
natrium-hidroxiddal hidrolizalva, szobahomersekleten pravasztatint allitunk elo. 
A pravasztatin kepzodes befejezese utan a termeket acetonnal levalasztjuk. A 
kivalt csapadekot szOrjuk, acetonnal es n-hexannal mossuk, majd vakuumban 
szaritjuk. Ezt kovetoen etanol - etilacetat elegybol tortenfi kristalyosftassal 
jutunk a kromatografiasan tiszta pravasztatinhoz. 



Megallapitottuk, hogy a Sephadex LH-gelen vegzett kromatografia is elonyosen 
alkalmazhato a pravasztatin tisztitasara, ezzel a modszerrel 99,5 %-nal tisztabb 
pravasztatin is eloallithato. 

A pravasztatin fermentlebol, vagy fermentle szurletbol iparilag kivitelezhetd 
muveletekkel egyszerQen es koltsegki'melo modon torteno eloallitasa 
erdekeben vegzett kfserleteink soran megallapitottuK, nogy az auaiun* izoldli, a 
(II) altalanos kepleta vegyiiletet 6p-helyzetben hidroxilezo Micromonospora 
torzsek, koztiik a Micromonospora sp. IDR-P 3 jelu torzs, fermentlevenek vagy 
szurletenek szerves oldoszeres extraktumabol, elonyosen etilacetatos vagy izo- 
butilacetatos kivonatabol a sav-formaban jelenlev6 pravasztatin kiilonbozo 
szekunder aminokkal kristalyos sokent levalaszthato. A s6kepzeshez alkil-, 
cikloalkil-, aralkil-, illetve aril-szubsztituenseket tartalmazo szekunder aminokat 
egyarant alkalmasnak talaltunk. Ezek koziil celszerQen nem toxikus szekunder 
aminokat, peldaul dioktil-amint, diciklohexil-amint, dibenzil-amint valasztottunk. 
A szerves szekunder amin so intermedier levalasztasanal, peldaul a dibenzil- 
amin-so eseteben, celszerQen ugy jarunk el, hogy az extraktumhoz a 
pravasztatin tartalomra szamftva 1,5 ekvivalens dibenzil-amint adagolunk, majd 
az extraktumot besuritjuk az eredeti terfogat 5 %-ara vakuum desztillalassal, 
majd ujabb 0,2 ekvivalens dibenzil-amint adunk a suntmenyhez. A koncentra- 
tumbol a kristalyos dibenzil-amin-so levalik. Ezutan a kristalyos nyerstermeket 
leszOrjuk es vakuumban sulyallandosagig szan'tjuk, majd metanolos vagy 
acetonos oldatban aktiv szennel deritjuk. Ezt kovetoen acetonos atkristalyo- 
sftassal jutunk a vekonyretegkromatografias vizsgalat alapjan egyseges 
pravasztatinsav-dibenzil-amin-so intermedierhez. 

A pravasztatin szerves szekunder amin soi natrium-hidroxiddal vagy natrium- 
alkoholattal, peldaul natrium-etilattal pravasztatinna alakithatok. 

A pravasztatin szekunder amin so intermedieren keresztiil vegzett izolalasa 
egyszerubb eljaras az eddig ismert izolalasi technologiaknal. Az eljaras 
kivitelezese soran mutermekek nem keletkeznek, a pravasztatin tisztftasa a 
biokonverzio soran keletkezo mellektermekektol es a hidroxilezest vegz6 
mikroorganizmus altal bioszintetizalt kulonbozo anyagcsere termekektol 
eldnyosen megoldhato. 



A talalmany szerinti eljarast az alabbi peldakkal szemleltetjuk: 



1. pelda 

A Micromonospora sp. IDR-P 3 jelu, NCAIM P (B) 001268 leteti szamu 
bakterium torzs 7-10 napos, vizoldhato kemenyito tartalmu (SM). ferde agar 
tenyeszeterol 5 m l desztillalt vizzel spoirasZUszpm IZIOl kebzllunk. Ax ilymei d on 
kapott sporaszuszpenzioval oltunk be 100 ml Tl jelQ inokulum taptalajt, melyet 
500 ml-es Erlenmeyer lombikban merve sterileztiink ki. 



Az SM jelu agar taptalaj osszetetele: 



vizoldhato kemenyito 


10,0 g 


Na2HP04 


1,15g 


KH2PO4 


0,25 g 


KCI 


0,2 g 


MgS04 x 7H2O 


0,2 g 


agar 


15,0 g 


1000 ml desztillalt vizben. 





Az agar taptalaj pH-jat sterilezes elfitt 7,0 ertekre allitjuk es 121°C-on 25 percig 
sterilezzuk. 

A Tl-jelu inokulum taptalaj osszetetele: 
vizoldhato kemenyitS 
elesztokivonat 
1000 ml csapvizben. 

A taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre allitjuk es 121°C-on 25 percig 
sterilezzuk. 

Az inokulum tenyeszetet sikrazogepen razatjuk (250 rpm, 2,5 cm kiteres) 
3 napon at, 32°C homersekleten, majd ennek az inokulum tenyeszetnek 
5-5 ml-evel 10 db 500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett, 100-100 ml 
TT jelu, 121°C-on, 25 percig sterilezett biokonverzios taptalajt oltunk be. 



20,0 g 
10,0 g 



A TT jelu biokonverzios taptalaj osszetetele: 



burgonyakemenyi'td 30,0 g 
szojaliszt 30,0 g 
CaC03 5,0 g 
C0CI2 x 6H 2 0 2,0 mg 
palmaolaj 2,0 9 



1000 ml csapvfzben. 
A taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre alh'tjuk. 

A fermentaciot 32°C-on 72 oran at sikrazogepen razatva vegezzuk, majd 
a tenyeszethez lombikonkent 50 mg kompaktinsav-natriumsot adagolunk steril 
desztillalt vi'zben oldva es a biokonverziot tovabbi 96 oran at folytatjuk. 
A kompaktinsav-natriumso pravasztatinna valo atalakitasanak HPLC-vel 
meghatarozott merteke 82 %. A fermentacio befejezese utan a tenyeszeteket 
egyesrtjuk. Az fgy kapott fermentlebdl, mely HPLC modszerrel merve 410 mg 
pravasztatint tartalmaz, a hatoanyagot izolaljuk. A pravasztatin kinyeresekor az 
alabbi modon jarunk el. A fermentlevet 2500 fordulatszamon 20 percen at 
centrifugaljuk. A centrifugalt fermentlevet es a bakterium sejteket elvalasztjuk, 
majd a miceliumot 250 ml vi'zzel 1 oran at kevertetjuk es vegul leszOrjuk. 
A centrifugalt fermentle es a szurlet egyesitese utan az oldat kemhatasat 
15 %-os kensawal pH 4-re alh'tjuk es 3x300 ml etilacetattal extrahaljuk. 
Az egyesitett etilacetatos extraktumot 300 ml vi'zzel mossuk, majd vi'zmentes 
natrium-szulfaton szaritjuk es vakuumban 100 ml terfogatra koncentraljuk. 
Ezutan a pravasztatin savbol pravasztatin-laktont kepezunk oly modon, hogy az 
etilacetatos extraktumhoz katalitikus mennyisegu trifluor-ecetsavat adunk 
keveres kozben, szobahomersekleten. A pravasztatin-lakton kepzodeset 
vekonyretegkromatografias modszerrel kovetjuk. Adszorbenskent Kieselgel 60 
F 254 DC (Merck) alufoliat, kifejleszto oldoszerelegykent aceton - benzol - 
ecetsav (50:50:1,5) elegyet, elohfvo reagenskent foszformolibdensav reagenst 
(1,5 g foszformolibdensav + 40 ml metanol + 40 ml viz + 10 ml cc. kensav) 
hasznalunk. A pravasztatin-lakton R f erteke: 0,7. A laktonkepzodes befejezese 
utan az etilacetatot ketszer 20 ml 5 %-os vizes natrium-hidrogen-karbonat 
oldattal, majd 20 ml vi'zzel mossuk, vi'zmentes natrium-szulfaton szaritjuk es 
vakuumban beparoljuk. A kapott 0,5 g beparlasi maradekot 10 g Kieselgel 60 
adszorbensbol keszi'tett oszlopon (oszlopatmero:1,2 cm, toltet magassag: 
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17 cm) kromatografaljuk. Elualo olddszerelegykent ndvekvo etilacetat tartalmu 
etilacetat - n-hexan elegyet hasznalunk. A termek 60 % etilacetat - 40 % 
n-hexan eleggyel elualodik az oszloprol. A termeket tartalmazo frakciokat 
egyesi'tjuk es vakuumban beparoljuk. 

A pravasztatin-laktonbol natriumsot kepziink az alabbi modon: 
a 230 mg termeket 5 ml etanolban oldjuK, majd 'IM elanoloiJ Hall lull l-likJiUAiU 
oldatbdl 110 mol% lugoldatot adunk hozza keveres kozben. Fel dra keveres 
utan az oldatot vakuumban kb. 2 ml-re koncentraljuk es a koncentratumhoz 
4 ml acetont adunk. A kapott csapadekos elegyet egy ejszakan at + 5°C-on 
allni • hagyjuk. Ezutan a csapadekot leszurjuk, 2 ml acetonnal es 2 ml 
n-hexannal mossuk es vakuumban szarftjuk. Az igy nyert 210 mg pravasztatint 
etanolban oldva aktiv szennel dentjuk, majd etanol - etilacetat elegybol 
kristalyositjuk. Igy 170 mg pravasztatint kapunk. Op: 168-1 71 °C. 
[ag° = +156 (c=0,5, viz). 

A kapott termek spektroszkopiai jellemzoi: 

Ultraibolya spektrum (20 ng/ml-es metanolos oldat): X max 231 , 237, 245 nm 
(logs = 4,263; 4,31 i; 4,136). 

Infravdros szinkep (KBr): v OH 3415, v CH 2965, v c =o 1730, v CO o-1575 cm" 1 . 

1 H-NMR spektrum (D 2 0 5, ppm): 0,86 d, 3H (2-CH 3 ); 5,92, dd, J = 10,0 es 5,4 
Hz, 1H (3 H); 5,99, d, J = 10,0 Hz, 1H (4-H); 5,52, br, 1H (5-H); 4,24, m, 1H 
(6-H); 5,34, br, 1H (8-H); 4,06, m, 1H (p-H); 3,65, m, 1H (6-H); 1,05, d, 3H 

(2"-CH 3 ); 0,82, t, 3H (4-H 3 ). 

13 C-NMR spektrum (D 2 0, 8, ppm): 15,3, q (2-CH 3 ); 139,5, d (C-3); 129,5, d 
(C-4); 138,1, s, (C-4a); 127,7, d (C-5); 66,6, d (C-6); 70,1, d (C-8); 182,6, s 
(COO~); 72,6, d (C-p); 73,0, d (C-5); 182,0, s (C-1") 18,8, q (2'-CH 3 ); 13.7. q 

(C-4'); 

Pozitfv FAB tomegspektrum Gellemzd ionok): 469 [M+Naf ; 447 [M+H f. 

Negativ FAB tomegspektrum Gellemzd ionok): 445 [M-Hf; 423 [M-Na]"; 101 
[2-metil-vajsav - H]". 
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2. pelda 

A 100-100 ml MT-i jelu biokonverzios taptalajt tartalmazo 10 db 500 ml-es 
Erlenmeyer lombikot az 1. peldaban megadott modon kesz.'tett inokulum 
tenyeszettel oltunk be es 28°C-on, 96 oran at inkubaljuk, majd lombikonkent 
50 mg kompaktinsav-natriumsot adagolunk steril desztillalt vi'zben oldva a 
tenycoEQtokhon. Eat luwetfien a hidrnxilftZftst 7? oran at folytatjuk, majd ujabb 
50-50 mg steril desztillalt vizben oldott szubsztratot adagolunk a 
tenyeszetekhez es a biokdnverziot 72 oran at folytatjuk, majd a fermentleveket 
egyesitjuk es a kepzodott pravasztatint kinyerjuk. 

Az MT-j jelu biokonverzios taptalaj osszetetele: 

burgonyakemenyitd 10,0 g 

glukoz 20,0 g 

szojaliszt 10,0 g 

elesztokivonat 10,0 g 

CaC0 3 5,0 g 

napraforgoolaj 2,0 g 
1000 ml csapvizben. 

A biokonverzios taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre allitjuk es 121°C-on 
25 percig sterilezzuk. 

Az egyesitett fermentlevet, mely 750 mg pravasztatint tartalmaz, 
2500 fordulatszamon 20 percen at centrifugaljuk. Az elvalasztott bakterium 
sejteket 250 ml vizzel 1 oran at kevertetjiik, majd leszOrjuk. A kiulepitett oldat 
es a szurlet egyesitese utan az oldat kemhatasat 15 %-os kensawal pH 
3,5-4,0-re allitjuk, majd a savas szQrletet 3x300 ml etilacetattal extrahaljuk. 
Az etilacetatos oldathoz 150 mol% dibenzil-amint adunk, majd az oldatot 
vakuumban kb. 30 ml terfogatra koncentraljuk. Ezutan ujabb 20 mol% dibenzil- 
amint adunk az oldathoz. A csapadekos oldatot egy ejszakan at 0-5°C-on 
tartjuk, majd leszurjuk. A csapadekot hutott etilacetattal es n-hexannal mossuk 
es vakuumban szan'tjuk. A nyerstermeket (1,1 g) 33 ml acetonban oldjuk 
forrashdmersekleten es 0,1 g aktfv szennel deritjuk fel oran at. Ezt kovetoen az 
elegyet leszurjuk, az aktiv szenet 10 ml meleg acetonnal mossuk. A szurletbdl 
kivalt csapadekot forrashdmersekleten ujra oldatba visszuk. Ezutan az oldatot 
egy ejszakan at 0-5°C-on allni hagyjuk. A kivalt kristalyokat kiszurjiik, hutott 



acetonnal es n-hexannal mossuk es vakuumban szaritjuk. Az igy nyert 0,7 g 
pravasztatinsav-dibenzil-amin-sot felszuszpendaljuk 10 ml etanolban es 1M 
vizes natrium-hidroxidbol 110 mol% lugoldatot adunk hozza, majd az elegyetfel 
oran at szobahomersekleten kevertetjuk. A sokepzes befejezese utan az 
elegyhez 30 ml vizet adunk es az oldatot semlegesitjuk, majd az etanolt 
vakuumban leparoljuk. A vizes koncentratumot 50 ml Diaion HP-20 gyantabol 
keszftett oszlopon (oszlopatmerd: T5 cm; xoiteimagassay. 28 cmj- 
kromatografaljuk. Elualo elegykent 5 %-onkent novekvo aceton tartaimu 
aceton - ionmentes viz elegyet hasznalunk. A pravasztatin 15 % aceton 
tartaimu aceton - ionmentes viz eleggyel elualodik a oszloprol. A frakciok 
pravasztatin tartalmat vekonyretegkromatografias modszerrel analizaljuk az 
1. peldaban megadott modszerrel. A pravasztatin Rf erteke: 0,5. A termeket 
tartalmazo frakciokat egyesitjuk es aceton tartalmukat vakuumban beparoljuk, 
majd a vizes maradekot liofilizaljuk. My mddon 390 mg kromatografiasan tiszta 
pravasztatint kapunk. 

3. pelda 

Laboratoriumi fermentorban 121°C-on, 45 percen at sterilezett, 4,5 liter TT/2 
jelu taptalajt, 500 ml - az 1. peldaban leirt modon keszitett - inokulum 
tenyeszettel oltunk be. A tenyesztest 32°C-on, 250 l/h steril levegobevezetes 
mellett es 300 rpm kevertetessel flat blade tfpusu keverot alkalmazva folytatjuk. 
A fermentacio 3. napjan 2,5 g kompaktinsav-natriumsot adagolunk sterilre szurt 
vizes oldatabol. 48 ora elteltevel a kompaktin-szubsztrat elfogy a tenyeszetbol. 
Ekkor ujabb 2,5 g kompaktin-szubsztratot adagolunk a tenyeszethez es tovabbi 
24 oran at folytatjuk a biokonverziot, ez ido alatt a szubsztrat 90 %-os 
hozammal pravasztatinna alakul. 

A TT/2 jelu biokonverzios taptalaj osszetetele: 



glukoz 


75,0 g 


vfzoldhato kemenyi'td 


50,0 g 


szojaliszt 


50,0 g 


elesztdkivonat 


50,0 g 


pepton 


5,0 g 


NaN0 3 


20,0 g 


CaC03 


25,0 g 


1000 ml csapvizben. 
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4. pelda 

Laboratoriumi fermentorban 121°C-on, 45 percig sterilezett, 4,5 liter TT/1 jelu 
fermentacios taptalajt 500 ml, az 1. peldaban megadott modon keszftett 
inokulum tenyeszettel oltunk be es 28°C-on tenyesztjGk 200 l/h steril levego 
ataramoltatas es 300 rpm kevertetessel flat blade tipusu keverot alkalmazva. 



A TT/1 jelu biokonverzios taptalaj osszetetele: 



glukoz 


125,0 g 


burgonyakemenyito 


25,0 g 


szojaliszt 


50,0 g 


elesztdkivonat (Gistex) 


50,0 g 


pepton 


50,0 g 


C0CI2 x 6H2O 


2,0 mg 


napraforgoolaj 


2,0 g 


1000 ml csapvfzben. 





A biokonverzios taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre allitjuk. 



A fermentaciot 28°C-on 96 oran at folytatjuk. Ekkor 2,5 g kompaktinsav- 
natriumsot adagolunk sterilre szurt vizes oldatabol a tenyeszethez. A fermenta- 
cio 5. napjara a kompaktinsav-natriumso elfogy, azaz pravasztatinna alakul, 
ekkor tovabbi 2,5 g szubsztratot adagolunk a tenyeszethez. 24 6ra elteltevel a 
masodik adag kompaktinsav-natriumso is elfogy. A 2,5 g kompaktin-szubsztrat 
adagolasat az elozdekben lefrt modon, 2,5 grammonkent, tovabbi 2 napon at 
folytatjuk. A fermentacio befejezesekor 10 g szubsztratbol 9 g pravasztatin 
kepzddeset mertuk HPLC modszer alkalmazasaval. A kompaktinsav-natriumsd 
pravasztatinna valo konverziojanak merteke 90 %. A fermentlebol a 
hatoanyagot az alabbi modon nyerjuk ki. 

5 liter fermentlebdl, mely a fermentacio befejezesekor nyitott hidroxisav 
formaban 1800 ug/ml pravasztatint tartalmaz, az alabbi modon izolaljuk a 
termeket: 

A kapott 5 liter fermentlevet 2500 fordulatszamon 20 percen at ulepitjuk. 
Az elvalasztott bakterium sejtekhez 2 I vizet adunk es a micelium szuszpenziot 
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1 oran at kevertetjuk, majd leszurjiik. A ket szurletet egyesitjuk es 300 g 
(540 ml) Dowex Al 400 (OH') gyantabol keszftett oszlopon (oszlopatmero: 
4 cm gyantaagy magassag: 43 cm) 500 ml/6ra sebesseggel atfolyatjuk, majd a 
gyantat 1 liter ionmentes vfzzel mossuk. Ezutan a gyantat 1 liter 10 g natrium- 
kloridot tartalmazo aceton - ionmentes viz (1:1) eleggyel elualjuk, 50 ml-es 
frakciokat szedve. Az eluatumot az elso peldaban megadott vekony- 
retegkromatografias modszerrel vizsflalJUK. A minimal La i laliuaEO frokoioUot 
egyesitjuk es vakuumban az acetont leparoljuk. A vizes koncentratum 
kemhatasat 15 %-os kensawal pH 3,5-4,0 ertekre allitjuk es haromszor 250 ml 
etilacetattal extrahaljuk. Az egyesitett etilacetatos extraktumhoz 40 ml 
ionmentes vizet adunk, majd a pH-t 1M natrium-hidroxid oldattal 7,5-8,0 ertekre 
allitjuk. A fazisokat 15 perc keveres utan elvalasztjuk, majd az etilacetatos 
extraktumot meg ketszer 40 ml ionmentes viz jelenleteben pH 7,5-8,0 erteken 
kivonatoljuk. Az egyesitett lugos vizes oldatot vakuumban mintegy 50 ml 
terfogatra koncentraljuk. A koncentratumot 600 ml DIAION HP-20 (Mitsubishi 
Co., Japan) gyantabol keszitett oszlopra (oszlopatmero: 3,8 cm, gyantaagy- 
magassag: 53 cm) vissziik fel. 

A gyantaoszlopot 600 ml ionmentes vizzel mossuk, majd ezt kovetoen 
5 %-onkent novekvo aceton tartalmu aceton - ionmentes viz eleggyel elualjuk. 
Az elualas soran 50 ml-es frakciokat szedunk, melyeket az 1. peldaban 
megadott vekonyretegkromatografias modszerrel analizalunk. A pravasztatin 
15 % aceton tartalmu aceton - ionmentes viz eleggyel elualodik az oszloprol. 
A pravasztatint tartalmazo frakciokat egyesitjuk es a kapott oldatot vakuumban 
kb. 150 ml terfogatra koncentraljuk. A koncentralt vizes oldathoz 0,6 g aktiv 
szenet adva a pravasztatint 1 oran at szobahdmersekleten den'tjuk, majd a 
szenet szuressel eltavolitjuk es a szurletet liofilizaljuk. A 6,5 g liofilizalt termeket 
etanol - etilacetat elegybol ketszer atkristalyositjuk. A kivalt kristalyos termeket 
leszurjuk es 20 ml etilacetattal, majd 20 ml n-hexannal mossuk es vakuumban 
szobahomersekleten szaritjuk. Igy 4,6 g kromatografiasan tiszta pravasztatint 
kapunk. 



5. pelda 



A kompaktint 6B-helyzetben hidroxilezni kepes Micromonospora echinospora 
ssp. echinospora IDR-P 5 jelu NCAIM P (B) 001272 szamu bakterium torzs 
vizoldhato kemenyitot es asvanyi sokat tartalmazo, az 1. peldaban leirt 
osszetetelu ferdeagaron novesztett, 10 napos tenyeszeterol 5 ml steril 
desztillalt vi'zzel sporaszuszpenziot keszitunk §5 ezzel 300 ml-us DlwiiiiieyW' 
lombikban sterilezett, 100 ml Tl jelu, az 1. peldaban megadott osszetetelu, 
inokulum taptalajt oltunk. A tenyeszetet sikrazogepen (250 fordulat/perc, 
2,5 cm kiteres) 3 napig, 28°C-on razatjuk, majd a kapott inokulum tenyeszet 
5-5 ml-evel 500 ml-es Erlenmeyer lombikban, 25 percig, 121°C-on sterilezett 
100-100 ml TT/1 jelu, a 3. peldaban megadott osszetetelu, biokonverzios 
taptalajt oltunk. A lombikokat 25°C-on sikrazogepen (250 fordulat/perc, 2,5 cm 
kiteres) 3 napig razatjuk, majd a tenyeszetekhez sterilre szurt vizes oldatban 
10-10 mg kompaktin-szubsztratot (kompaktinsav-natriumso) adagolunk es a 
tenyesztest tovabb folytatjuk. A fermentaciot 168 oraig folytatjuk. A fermentle 
hatoanyagtartalmat HPLC modszerrel hatarozzuk meg. A biokonverzio 
leallltasakor a fermentleben a pravasztatin koncentracio atlagosan 40 pg/ml. 

6. pelda 

A Micromonospora megalomicea ssp. nigra IDR-P 6 jelu, NCAIM P (B) 001273 
leteti szamu bakterium torzzsel az 5. peldaban leirt modon vegezzuk a 
fermentaciot, a szubsztrat adagolasat es a biokonverziot. A fermentle 
hatoanyagtartalmat nagynyomasu folyadekkromatografias (HPLC) modszerrel 
hatarozzuk meg. A biokonverzio leallasakor a fermentleben a pravasztatin 
koncentracio atlagosan 50 ug/ml. 

7. pelda 

A Micromonospora purpurea IDR-P 4 jelu, NCAIM P (B) 001271 leteti szamu 
bakterium torzzsel, az 1. peldaban leirt modon keszitett inokulum tenyeszet 
5-5 ml-evel 500 ml-es Erlenmeyer lombikban, 25 percig, 121°C-on sterilezett 
100-100 ml TT/1 4 jelu taptalajt oltunk be. 
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A TT/14 jelu biokonverzios taptalaj osszetetele: 
burgonya kemenyito 5,0 g 

gliikoz 25 -° 9 

elesztokivonat (GISTEX) 1 5,0 g 

pepton 15 -0g 

CaCQ3 



1000 ml csapvfzben. 

A biokonverzios taptalaj pH-jat sterilezes elott 7,0 ertekre allftjuk. 

A lombikokat 25°C-on, sikrazogepen (250 fordulat/perc, 2,5 cm kiteres) 3 napig 
razatjuk. A szubsztrat adagolasat, a biokonverziot es a fermentle hato- 
anyagtartalmanak meghatarozasat az 5. peldaban lefrt modon vegezzuk. 
A biokonverzio leallftasakor a fermentleben a pravasztatin koncentracio 
atlagosan 40 pg/ml. 

8. pelda 

A Micromonospora rosaria IDR-P 7 jelu, NCAIM P (B) 001274 leteti szamu 
bakterium torzzsel az 1. peldaban lefrt modon vegezzuk a fermentaciot, a 
szubsztrat adagolasat es a biokonverziot. A biokonverzio leallftasakor a 
fermentleben, nagynyomasu folyadekkromatografias (HPLC) modszerrel merve 
atlagosan 350 ug/ml a pravasztatin koncentracio. 
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Szabadalmi igenypontok 
letbol, a (ii) aiwid.iu y W A™ tt ae rob fermentacioval es a 

Kat, valamint asvanyi s6ka. ^ , s a »e, 

a tenyeszetbS, es kivant esetben Usz*, 

2 Az 1 igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy • J*"*"*"*? J? 
2 ta rT^anfcmusok Nemzeti Gyajtemenyeben NCAM PTO«»,»B 

kepes mutansat tenyesztjuk. 

hidroxilezni kepes mutansat tenyesztjuk. 

4 Az 1. igenypont szerinu eljaras, azza, jeHemezve, W.M«*^* 
£ri Mikroorganizmusok Nemzeti GyujtemenySben NCA.M P «W 
Sncn leteL ne,eze« M~spo.ec = ^ <^ 
IDR-P 5 jeia torzset, vagy ennek valamely, a (II) altalanos kepietu 
6 P -helyzetben hidroxilezni kepes mutansat tenyesztjuk. 

5. Az 1 . igenypont szerint, e«ar,s, azza, ^^XZ^t^ 
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM V ) 
szTmon lete.be he.yezett M/cromonospora mega/om^a asp. n,gra IDR P 6 



• 
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jelu torzset, vagy ennek valamely, a (II) altalanos kepletu vegyuletet 
6p-helyzetben hidroxilezni kepes mutansat tenyesztjuk. 

6. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Mezogazdasagi es 
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujtemenyeben NCAIM P (B) 001274 
szamon letetbe helyezett Micromonospora rosaria IDR-P 7 jelu torzset, vagy 

— enrteKVa i ai i mly, a ( II ) «aitdldiiu& keplina v&gyulGtGt6p holvyeotbon hidrmyilRTni 
kepes mutansat tenyesztjuk. 

7. Az 1-6. igenypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
biokonverzi6 soran keletkezo (I) kepletu vegyuletet anioncserelo gyantan 
valo megkotessel, vagy vizzel nem elegyedo oldoszeres extrakcioval 
kuldnitjuk el a tenyeszetbol, majd laktonszarmazekanak vagy valamely 
szekunder amin sojanak - mint intermediernek - eloallitasan keresztul, vagy 
a fermentle szerves oldoszeres extraktumabol nyert alkalikus vizes kivonat 
nemionos adszorbens gyantan valo kromatografalasaval tiszti'tjuk es kfvant 
esetben atkristalyositjuk. 
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